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Biodiversita delle specie di Fusarium tossinogeniche
coinvolte nella fusariosi della spiga di frumento duro:
patogenicita, genetica, tossicita

INTRODUZIONE

Nell'ultima decade si ¢ assistito a un significativo incremento delle manife-
stazioni associate alla presenza di patogeni fungini produttori di micotossine
nelle coltivazioni cerealicole a livello mondiale (Goswami e Kistler, 2004). La
conseguenza di tale diffusione ¢ la contaminazione da micotossine nei cereali
che rappresenta un serio rischio alimentare sia per il genere umano sia per gli
animali in allevamento. La loro formazione nelle colture contaminate e la loro
persistenza in alimenti e mangimi puo essere, infatti, spesso associata a diversi
tipi di malattia, fra cui 'induzione di varie forme di cancro, mutazioni gene-
tiche e disordini estrogenici, gastrointestinali, urogenitali, vascolari, renali e
nervosi. Alcune tossine, inoltre, possono compromettere il sistema immuni-
tario e, quindi, ridurre la resistenza alle malattie. Inoltre, perdite economiche
significative sono correlate all'impatto delle micotossine sulla salute umana,
sulla produttivita degli allevamenti e sul commercio nazionale e internazio-
nale. Si stima che il 25% delle colture agroalimentari a livello mondiale, tra
cui molti alimenti di base, siano contaminati da funghi micotossigeni, con
la possibilita che le contaminazioni a carico dei cereali siano ancora piu pe-
santi (CAST, 2003). In particolare, il frumento ¢ una coltura che puo essere
generalmente contaminata da tre fra i cinque pitt importanti funghi produt-
tori di micotossine: Aspergillus ochraceus, Penicillium verrucosum e Fusarium
graminearum (Marasas et al., 2008). Pertanto, tre delle micotossine pitt im-
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portanti presenti naturalmente nei prodotti agricoli, ocratossina (prodotta da
A. ochraceus e P verrucosum), deossinivalenolo (DON) e zearalenone (ZEA,
entrambi prodotti da F graminearum) possono essere comuni contaminanti
del frumento (Miller et al., 1995). Inoltre, la contaminazione da micotossine
pud estendersi oltre la fase di campo, protraendosi al magazzino, durante lo
stoccaggio, e alle diverse fasi di trasformazione da parte delle industrie agro-
alimentari. Fra gli aspetti fondamentali della presenza di micotossine nelle
derrate, particolare importanza assume la generale stabilita di questi composti
che rende insufficienti, ai fini della decontaminazione e/o detossificazione,
i normali processi impiegati nelle industrie alimentari quali, ad esempio, i
trattamenti fisici (calore), chimici (raffinazione) e biologici (fermentazione).
Pertanto, una volta presenti nella materia prima in lavorazione tali composti
tossici permangono attivi, in percentuale variabile secondo il tipo di micotos-
sina, lungo tutto il ciclo produttivo (Abecassis e Feillet, 2003).

LA FUSARIOSI DELLA SPIGA DI FRUMENTO E RELATIVE MICOTOSSINE

I frumenti (Zriticum aestivum e Triticum durum) sono colture soggette all’at-
tacco di numerose fitopatie di origine fungina, tra cui la fusariosi della spiga
(ESF) ¢ frequentemente ricorrente in Italia (Pasquini e Delogu, 2005). La
ESF ¢ ritenuta a livello mondiale una delle piti gravi malattie fungine trasmes-
se per seme, in quanto causa di forti perdite di produzione e danni qualitati-
vi: 'infezione compromette infatti il buon riempimento della cariosside con
consistenti cali produttivi e puo indurre lo sviluppo di pericolose micotossine
con conseguente contaminazione delle farine e dei prodotti derivati. Questa
malattia fungina, descritta per la prima volta alla fine del 1800 nei Paesi del
Nord Europa, ha avuto una diffusione esponenziale durante 'ultimo secolo
(Stack, 2003), espandendosi in Asia, Canada, Europa e Sud America, come
riportato dal CIMMYT. I funghi del genere Fusarium sono in grado di colo-
nizzare la spiga a partire dalla fine della spigatura fino allo stadio di matura-
zione latteo-cerosa della cariosside; il periodo di maggiore suscettibilita alla
ESF coincide con quello corrispondente all’antesi, durante il quale specifiche
sostanze come la betaina e la colina, stimolanti la germinazione delle spore del
micete, vengono fornite dal polline del fiore. Lespandersi dell’invasione del
saprofita dal fiore ai tessuti conduttori del rachide pud portare al conseguente
disseccamento delle spighette (Pancaldi e Alberti, 2001). La colonizzazione
della granella da parte di questi patogeni pud danneggiare seriamente la quali-
ta del seme a causa della distruzione dei granuli di amido, delle pareti cellulari
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e delle proteine di riserva con una conseguente drastica diminuzione della
capacita germinativa del seme stesso (Bechtel et al., 1985).

Il principale agente causale della ESF ¢ F graminearum (teleomorfo, Gib-
berella zeae), una specie descritta recentemente come un complesso di specie,
a seguito di una profonda revisione tassonomica eseguita in base a studi filo-
genetici. Inoltre, molte altre specie di Fusarium sono state associate alla ma-
lattia. In particolare, in Europa e in Italia, diverse indagini hanno permesso
di associare alla FSF soprattutto £ avenaceum, E culmorum e E poae; in mi-
sura minore sono state associate & acuminatum, E crookwellense, F equiseti, I
langsethiae, E sporotrichioides e F tricinctum. Oltre a causare notevoli perdite
di efficienza, le specie di Fusarium che causano la FSF possono accumulare
nei cereali infetti, in determinate condizioni ambientali, le relative micotos-
sine (Logrieco e Moretti, 2008). Limportanza di individuare con la massima
cura possibile le specie coinvolte nella FSF ¢ determinata anche dal fatto che
la capacita tossinogenica degli agenti patogeni della fusariosi puo essere estre-
mamente specifica e cambiare dunque notevolmente non solo da una specie
all’altra, ma anche anche all'interno di una stessa specie (Desjardins, 2006).
Infatti, per quanto riguarda le specie principali, £ culmorum, F graminearum,
E langsethiae, F poae e E sporotrichioides, ciascuna pud produrre una gamma
specifica di tricoteceni, potenti inibitori della sintesi proteica (vedi paragrafo
successivo), mentre £ avenaceum e E tricinctum sono noti per la produzione
di moniliformina, beauvericina ed enniatine, metaboliti di minore tossicita
rispetto ai tricoteceni (Desjardins, 20006). Pertanto, le conseguenze della FSF
sul consumo animale e umano dei cereali contaminati possono variare no-
tevolmente a seconda della distribuzione e della predominanza delle diverse
specie di Fusarium che si alternano sul frumento. A tale riguardo, occorre
sottolineare come la diffusione di specie tossinogeniche di Fusarium sia deter-
minata soprattutto dai fattori climatici, in particolare temperatura e umidita,
e da fattori agronomici, quali rotazioni colturali, lavorazioni, fertilizzazioni e
trattamenti fungicidi (Jennings et al., 2004). In particolare, pratiche colturali
come la permanenza di residui vegetali invernali della coltivazione preceden-
te, possono favorire I'infezione di F graminearum attraverso le ascospore, spo-
re germinative di origine sessuale, che quindi svolgono un ruolo importante
nel predominio di tale agente patogeno nell'infezione dell’anno successivo.
Tuttavia, sulle spighe di grano si possono spesso ritrovare combinazioni di Fu-
sarium patogeni che co-abitano e possono avere un effetto sinergico nel deter-
minare I'insorgenza dei sintomi della FSE E molto interessante sottolineare
anche che I'impatto dell’'ambiente nel condizionare il tipo di associazionismo
fra le specie di Fusarium nell’attaccare il frumento, la loro eventuale rotazione
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sulle piante infette o anche la loro competizione, sono aspetti ancora poco
chiariti.

Le piante di grano sono pit suscettibili alla malattia durante I'antesi ed ¢
collettivamente accettato che la fusariosi risulta pitt acuta quando condizioni
meteorologiche caratterizzate da caldo e umido prevalgono durante I'antesi.
Tuttavia, vi sono ancora dati insufficienti per comprendere I'impatto delle
condizioni ambientali sulle singole specie agenti della fusariosi e su come e
quanto questi parametri possano anche influenzare la produzione delle mico-
tossine associate alle singole specie. E molto importante, dunque, conoscere
la diffusione delle singole specie anche durante ogni singola fase di sviluppo
del frumento, poiché ¢ stato dimostrato che le diverse condizioni ambientali
nelle diverse fasi fenologiche possono determinare una evoluzione del pro-
filo delle specie di Fusarium presenti in ogni singola fase, con conseguente
cambiamento del rischio micotossicologico collegato (Xu et al., 2005). Alla
luce di quanto riportato finora, appare evidente come sia essenziale capire
Iesatta natura della FSE attraverso una identificazione accurata delle specie
coinvolte, della loro epidemiologia e delle loro “esigenze” ambientali, sia per
una previsione e gestione piti affidabile della malattia, sia per la gestione dei
rischi alimentari connessi alla contaminazione da micotossine del frumento.

Occorre, infine sottolineare come la presenza negli alimenti a base ce-
realicola di micotossine da Fusarium considerate pitt dannose dall’Unione
Europea, sono regolate dal Regolamento CE N. 1126/2007 del 28 settembre
2007 (tab. 1).

[ tricoteceni. 1 tricoteceni sono le micotossine prodotte da Fusarium che
causano maggiori preoccupazioni nella catena alimentare legata al frumento,
a causa della loro presenza nelle piante gid in campo come contaminanti na-
turali e del loro forte impatto sulla salute umana e animale in quanto sono
potenti inibitori della sintesi proteica (McLaughlin et al., 1977). Costitui-
scono una famiglia di piti di sessanta metaboliti sesquiterpenoidi prodotti da
diversi generi di funghi come metaboliti secondari, il cui scheletro ¢ costituito
dal farnesilpirofostato (FPP). Fino a oggi sono stati descritti pit di 200 tri-
coteceni (Grovey, 2007), che possono essere suddivisi in 4 gruppi in base alla
loro struttura chimica. I tricoteceni di tipo A hanno una catena laterale di
idrogeno o estere presso 'atomo di carbonio 8 (C-8) e fra le micotossine pil
importanti annoverano tossina T-2 (T-2), tossina HT-2 (HT-2), 4,15-diace-
tossiscirpenolo (DAS) e neosolaniolo (NEOS); i tricoteceni di tipo B hanno
un chetone in C-8 e fra le micotossine pitt importanti di questo gruppo ci
sono deossinivalenolo (DON), nivalenolo (NIV), e i loro derivati acetilati.
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LIVELLI MASSIMI (11G/KG)

PRODOTTO DON  ZEA  T-2 + HT-2
Cereali non processati diversi da frumento duro, avena e mais 1250 100

Frumento duro e avena 1750 100 100*
Mais non processato 1750 350

Cereali destinati al consumo umano diretto, farina di cereali, crusca, 750 75

germe

Pasta (secca) 750 -

Pane (compresi piccoli prodotti da forno), prodotti della pasticceria, 500 50

biscotteria, merende a base di cereali e cereali da colazione

Cereali destinati al consumo umano diretto, farina di cereali, crusca e - 100

germe come prodotto finito commercializzato per il consumo umano

diretto

Cereali da colazione e merende a base di granoturco - 100

Alimenti a base di cereali trasformati e altri alimenti destinati ai 200 20

lattanti e ai bambini

Frazioni della molitura del granoturco di dimensioni > 500 micron, 750 200
non destinati al consumo umano diretto

Frazioni della molitura del granoturco di dimensioni < 500 micron, 1250 300
non destinati al consumo umano diretto

*= valori ancora in discussione a livello di Commissione Europea

Tab. 1 Valori massimi di alcuni contaminanti nei prodotti alimentari per quanto riguarda
le Fusarium-tossine nei cereali e nei prodotti a base di cereali secondo Regolamento CE N.
1126/2007 del 28 settembre 2007

Entrambi i tipi A e B di tricoteceni sono prodotti da specie del genere Fusa-
rium. | tricoteceni di tipo C (ulteriore epossido in 7 e 8) e quelli di tipo D
(anello macrociclico strutturalmente diverso tra C-4 e C-15) non sono pro-
dotti da Fusarium (Ueno, 1984).

I tricoteceni di tipo A e B mostrano entrambi tossicita acuta nei confronti
di uomini e animali, provocando vomito e rifiuto del cibo, mentre i tricotece-
ni di tipo B sono implicati maggiormente rispetto agli altri anche in tossicosi
croniche, con rischi di determinare col tempo emorragie estese e compromis-
sioni del sistema immunitario (Desjardins, 2006). Inoltre, questi composti,
potrebbero essere anche fattori di virulenza durante i processi infettivi della
pianta di frumento da parte dei funghi produttori (Desjardins, 2006).

Tra i tricoteceni di tipo A, la T-2 ¢ una delle micotossine piu tossiche.
E prodotta principalmente da £ sporotrichoides ¢ E langsethiae, due agenti
patogeni del frumento che si sviluppano comunemente in ambienti caratte-
rizzati da clima freddo. La malattia associata al consumo di cereali altamente
contaminati da T-2 include nausea, vomito, lesioni necrotiche a carico di
bocca e gola (il che rende difficile I'alimentazione), grave diarrea emorragica
ed emorragie in molti organi del corpo. La T-2 ¢ anche un potente immuno-
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soppressore, perché provoca danni irreversibili al midollo osseo, portando a
una riduzione dei globuli bianchi (leucopenia).

Tra i tricoteceni di tipo B, il DON ¢ molto pit comune della tossina T-2
nei cereali, e quindi nei frumenti. E prodotto principalmente da E gramine-
arum e E culmorum, due fra i pitt importanti agenti causali della fusariosi nel
frumento. DON ¢ anche conosciuto come vomitotossina a causa delle sue
potenti proprieta emetiche e della sua azione come fattore di rifiuto del cibo.
Anche se molto meno tossica della T-2, il DON puo avere un effetto biologi-
co anche a concentrazioni molto basse. Ci sono stati casi in Asia di malattie
negli esseri umani, come vomito, nausea, vertigini e mal di testa, associate al
consumo di cereali contaminati da DON e probabilmente da concentrazioni
molto piu basse di altri tricoteceni.

La fitotossicita acuta dei tricoteceni e la loro presenza nei tessuti vegetali
suggeriscono, inoltre, che tali micotossine svolgano un ruolo nella patogenesi
delle specie di Fusarium che li producono. Diversi gruppi di lavoro hanno
studiato il ruolo dei tricoteceni in una serie di malattie delle piante creando
mutanti non produttori di tricoteceni. Per esempio, la biosintesi del DON
¢ stata bloccata producendo la rottura del gene 775 in E graminearum. La
virulenza di due mutanti non produttori di tricoteceni ¢ risultata significati-
vamente ridotta nei test in camera di crescita su piantine di frumento rispetto
ai loro parentali produttori nella capacita di determinare I'insorgenza dei sin-
tomi FSE Questa prova conferma che i tricoteceni sono probabili fattori di
virulenza nella fusariosi del frumento (Desjardins e Plattner, 2003).

Via biosintetica dei tricoteceni. Lo scheletro dei tricoteceni ¢ costituito dal
FPP, che ¢ sintetizzato a partire da isopentenilpirofosfato (IPP) e dal suo iso-
mero dimetilallilpirofosfato. La ciclizzazione di FPP fornisce il primo inter-
medio della catena biosintetica, il tricodiene (TDN). Il TDN subisce poi
successivi gradi di ossigenazione, portando alla sintesi di isotricotiolo e di altri
isomeri tetra ossigenati del TDN. Dopo un secondo grado di ciclizzazione, si
forma isotricodermolo, da cui viene sintetizzata calonectrina (CAL). Infine,
a partire da CAL si puo osservare la sintesi di DON e derivati acetilati (3A-
DON e 15A-DON) o di NIV (Kimura et al., 2007).

Almeno meta dei geni richiesti per la sintesi dei tricoteceni sono riuniti nel
“Tri cluster”, di circa 25 kb (fig. 1), comprendente sequenze geniche, quali i
geni 77i4 e Tri5, essenziali per la biosintesi della struttura base dei tricoteceni.
Geni fiancheggianti, quali 77i3 e 77i13, sono invece responsabili delle diffe-
renze strutturali dei diversi profili micotossigeni. Un’altra peculiarita del “77i
cluster” ¢ che la ricombinazione tra geni posti alle estremita del cluster ¢ forte-
mente repressa, mentre avviene tra i geni centrali, codificanti per enzimi base
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Fig. 1 Cluster genico principale dei tricoteceni

del pattern biosintetico. 77i5 codifica infatti per la tricodiene sintasi, enzima
responsabile del primo “step” di ciclizzazione (Hohn e Beremand, 1989). 7ri4
codifica invece per una citocromo P450 monoossigenasi (Hohn et al., 1995).
I geni posti alle estremita del cluster sono invece correlati al chemiotipo, quali
17i3, che codifica per la 15-O-acetyltransferasi (McCormick et al., 1996) e
che determina verosimilmente il chemiotipo 15ADON, o 77i13, codificante
per una ossigenasi che porta al chemiotipo NIV (Lee et al., 2002). In tutti i
chemiotipi, il gene 77i5 ¢ fiancheggiato da geni a funzione regolativa, quali
17i6 e Tri10. Tri6 ¢ una Cys2-His2 zinc-finger protein coinvolta nella attiva-
zione trascrizionale dei geni biosintetici sia presenti entro il cluster che al di
fuori (Proctor et al., 1999; Tag et al., 2001). In particolare, 776 si lega alla
sequenza TNAGGCCT presente nel promotore di almeno dieci geni della
catena di biosintesi (McCormick et al., 2004). 77i 10 sembra inoltre agire a
valle di 77i6 (Tag et al., 2001) nel regolare positivamente i livelli biosinteti-
ci dei tricoteceni, ma anche degli isoprenoidi. Altri geni ancora, quali 771
(codificante per citocromo P450) e 77101 (codificante una tricotecene 3-O-
acetiltransferasi) sono stati identificati in posizioni lontane rispetto al cluster

(Kimura et al., 2007).

SPECIE PRODUTTRICI DI TRICOTECENI DI TIPO B

Tra le specie che producono i tricoteceni di tipo B, diversi studi, effettuati
soprattutto su F graminearum e F culmorum, hanno dimostrato che molti
ceppi di queste due specie possono produrre un diverso spettro di tricoteceni
B, in particolare DON e NIV e i loro derivati acetilati, 3-acetil-DON (3A-
DON) e 15-acetil-DON (15A-DON), dando a una potenziale ampia varie-
ta di chemiotipi. Sono stati descritti tre chemiotipi principali: chemiotipo
NIV caratteristico di ceppi che producono NIV e 4-acetil-NIV (4A-NIV);
chemiotipo 3A-DON con produttori di DON e 3A-DON; e chemiotipo
15A-DON con ceppi che producono DON e 15A-DON. Inoltre, alcuni
ceppi sono stati riportati come produttori sia di DON sia di NIV, e sono
stati descritti come chemiotipi sconosciuti (Ward et al., 2002). La presenza
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di questi chemiotipi all'interno di una stessa specie ¢ legata ai polimorfismi
riscontrati nel “77i cluster” e potrebbe essere legata alla pressione selettiva dei
diversi ambienti colonizzati dalle specie produttrici di tricoteceni B (Ward
et al., 2002). Distinguere tra diversi chemiotipi ¢ importante, perché le dif-
ferenze nello schema di idrossilazione e acetilazione dei tricoteceni possono
comportare notevoli differenze nella tossicita e nell’attivita biologica (Kimura
etal., 1998). Infatti, ¢ stato dimostrato come il chemiotipo 3A-DON sia piu
tossico rispetto al chemiotipo 15A-DON in esperimenti su cavie e in genere
produca pit alte quantita di micotossine (Ward et al., 2008). D’altro canto, i
lavori di Carter et al. (2002) e di Cumagun et al. (2004) indicano che i ceppi
di Fusarium produttori di DON sono pili aggressivi rispetto a quelli produt-
tori di NIV su frumento, mentre la situazione si inverte su mais, suggerendo
percid come il chemiotipo sia legato all’aggressivita e alla “fitness” del ceppo
in relazione all’ospite.

Lavanzamento degli studi genetici e molecolari aventi come oggetto il
pathway biosintetico dei tricoteceni in Fusarium e la conseguente conoscen-
za delle sequenze geniche coinvolte nella loro sintesi (Kimura et al., 2007)
hanno permesso di sviluppare sistemi di tracciabilita molecolare per la ca-
ratterizzazione chemiotipica dei ceppi di Fusarium. In tabella 2 si riportano
alcuni dei lavori pit significativi riguardanti I'identificazione del chemiotipo
all'interno delle specie di Fusarium produttrici di tricoteceni B.

Infine, la rivalutazione tassonomica di  graminearum eseguita negli ulti-
mi dieci anni, aumenta 'importanza di chiarire le relazioni tra i chemiotipi
e nuove specie descritte all'interno della specie complessa £ graminearum, a
livello sia chimico sia molecolare.

IL COMPLESSO DI SPECIE DI F. GRAMINEARUM (FGC)

La recente riclassificazione di £ graminearum, anche se controversa, necessita di
un approccio alla tassonomia e all'identificazione di questa specie pili attento ri-
spetto al passato, dal momento che molti studiosi considerano F graminearum
come un complesso di specie. Negli ultimi anni, studi basati su polimorfismi di
sequenza di DNA di undici geni nucleari e tre regioni intergeniche sono stati
condotti da O’Donnell e collaboratori (O’Donnell et al., 2000; 2004), condu-
cendo alla descrizione di undici specie all'interno di £ graminearum, definita
come un complesso di specie (FGC). In seguito a ulteriori analisi filogenetiche
su dati di sequenze multigeniche del DNA di 13 geni, Starkey e collaboratori
(Starkey et al., 2007) hanno descritto due nuove specie all'interno del FGC,
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mentre, pitt recentemente, Yli-Mattila e collaboratori (2009) hanno descritto
E ussurianum, agente patogeno del frumento nell’estremo oriente della Russia,
considerato componente del nuovo gruppo asiatico nel FGC. Tuttavia, non
tutti i ricercatori che lavorano su Fusarium sono d’accordo con la divisione di
E graminearum in specie diverse. Alcuni autori ritengono che nel FGC vi sono
sottospecie, piuttosto che specie (Leslie e Summerell, 2006). Questa opinione
¢ supportata dalla constatazione che, in generale, isolati di specie filogenetiche
inter-fertili tendono ad avere un similaritd di bande AFLP dell’ordine del 40-
65%, e che F asiaticum e F graminearum sensu stricto, due membri del FGC,
hanno similarita di bande AFLP pari a circa il 50%. Inoltre, solo tre delle specie
ipotizzate mostrano caratteristiche morfologiche dei conidi utili nella loro dif-
ferenziazione, e non c’¢ correlazione tra i lignaggi e gli specifici profili micotos-
sigenici (Leslie et al., 2001; O’Donnell et al., 2000; 2004). Infine, in seguito
al sequenziamento parziale del gene 777101 di 400 ceppi del FGC, Leslie e
collaboratori (Leslie et al., 2007) hanno generato dati filogenetici che hanno
portato gli autori a definire chiaramente che “vi ¢ solo una singola specie in £
graminearum! G. zeae”. Sono, dunque necessari ulteriori studi per determinare
se all'interno di £ graminearum bisogna considerare I'esistenza di specie distinte
filogenetiche o soltanto lignaggi subspecifici.

CHEMIOTIPI E FILOGENESI DI F. GRAMINEARUM IN ITALIA

Un gruppo di 64 ceppi appartenenti al FGC isolati da cereali in Italia, ¢ stato
analizzato per individuare il loro chemiotipo chimico e molecolare (Desjar-
dins, 2008) e le loro caratteristiche filogenetiche. I ceppi sono stati ottenuti
dalla collezione fungina dell'ISPA-CNR, Bari (www.ispa.cnr.it/Collection).
Le analisi filogenetiche sono state basate su analisi di sequenza dei seguen-
ti geni: fattore di allungamento della traduzione, §§-tubulina, e istone 3. I
frammenti amplificati, compresi tra le coppie di primer EF 1/2 (O’'Donnell
etal., 2000), T 1/22 (O’Donnell e Cigelnik, 1997) e H3-1a/1b (Glass e Do-
naldson, 1995), di 600, 1200 e 600 bp, rispettivamente, sono stati marcati
a fluorescenza e sequenziati. Le sequenze derivate sono state allineate e con-
frontate a quelle depositate nei database di sequenza, corrispondenti ai ceppi
utilizzati per definire i lignaggi all'interno di FGC (O’Donnell et al., 2000;
2004; Starkey et al., 2007; Ward e et al., 2002).

I chemiotipi molecolari sono stati determinati attraverso PCR multiplex
per determinare la capacita dei ceppi di produrre tricoteceni tipo-DON o
tipo-NIV e 3A-DON o 15A-DON. Una prima analisi, effettuata con pri-
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mer le cui sequenze erano basate su variazioni della sequenza nei geni 775 e
17i7, & servita per distinguere i potenziali chemiotipi DON dai NIV, come
descritto da Quarta e collaboratori (Quarta et al., 2005; 2006). Una seconda
analisi, le cui sequenze dei primer erano basate su variazioni di sequenza nel
gene 773, ha permesso di distinguere i ceppi potenziali produttori di 3A-
DON dai 15A-DON (Quarta et al., 20006). Infine, il profilo micotossigenico
per ogni ceppo ¢ stato analizzato utilizzando il metodo della cromatografia
liquida a elevato rendimento (HPLC).

Le indagini filogenetiche hanno mostrato I'appartenenza di tutti i ceppi
analizzati a F graminearum sensu stricto, eccetto due ceppi identificati come
E cortadaeriae. 11 chemiotipo maggiormente presente ¢ risultato 15A-DON.
Sono stati rilevati anche chemiotipi DON e NIV, ma a bassi livelli, mentre
un solo ceppo si ¢ dimostrato produttore di 3A-DON. Questi dati dimostra-
no che la struttura genetica della popolazione italiana di FGC analizzata ¢
omogenea sebbene possa presentare al proprio interno una piccola variabilita
di chemiotipica. Inoltre, i dati ottenuti possono fornire indicazioni preziose
ai fini di una gestione piu efficace della malattia, e per mettere a punto un
programma di miglioramento genetico che sviluppi strategie di difesa ade-
guate. Infine, la conoscenza della struttura genetica e chemiotipica di una po-
polazione di FGC permette anche una migliore comprensione dell’ecologia,
dell'epidemiologia e della dinamica delle popolazioni presenti all'interno del
FGC in un dato territorio.

SPECIE PRODUTTRICI DI TRICOTECENI DI TIPO A

Tra le specie di Fusarium citate in letteratura in grado di produrre tricotece-
ni di tipo A, diversi studi individuano principalmente in £ langsethiae ¢ F
sporotrichioides le specie principalmente coinvolte nell’accumulo di tali mico-
tossine nel frumento. In particolare, tali specie vengono considerate come le
principali produttrici di T-2 e HT-2 (le micotossine pit tossiche fra i tricote-
ceni) contaminanti naturalmente il frumento, soprattutto nel Nord Europa
(Edwards, 2009). A queste specie viene aggiunta spesso anche F poae, sulla
quale, tuttavia, esistono molti dati contraddittori in quanto, sebbene tale spe-
cie venga considerata produttrice di alcuni dei tricoteceni di tipo A pit noti
quali DAS e NEOS, molti report, invece, indicano che F poae non sia in grado
di produrre T-2 e HT-2 (Somma et al., 2010). Stabilire con esattezza il profilo
micotossigenico che attiene a ciascuna di queste specie ¢ importantissimo per
due ragioni principali: la prima ¢ che una corretta valutazione di tale poten-
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zialita fornirebbe utilissime indicazioni sul rischio micotossicologico reale che
si corre in seguito alla diffusione di una data specie sul frumento; la seconda
risiede nel fatto che, come precedentemente sottolineato, la contaminazione
di'T-2 e HT-2 nelle cariossidi di frumento e nei prodotti derivati sta per essere
regolata a livello Europeo e quindi ¢ necessaria una grande attenzione nella
corretta identificazione delle specie produttrici di queste due micotossine.

A rendere pitt complessa I'esigenza di chiarire con estrema precisione il
profilo micotossigeno di queste specie, ¢ la confusione tassonomica che riguar-
dava F poae fino a pochissimi anni orsono, in quanto tale specie comprendeva
anche F langsethiae, descritta formalmente dal punto di vista morfologico
solo recentemente da Torp e Nirenberg (2004), e precedentemente definita
come F poae "polveroso” (Torp e Langseth, 1999). Approfonditi studi di
filogenesi hanno confermato la distinzione di £ langsethiae rispetto a E poae
(Yli-Mattila et al., 2004), mentre studi sulla produzione di micotossine da
parte di popolazioni appartenenti alle due specie hanno dimostrato una pro-
fonda differenza nel profilo micotossigeno delle due specie con F langsethiae
considerata I'unica in grado di produrre T-2 ¢ HT-2 (Thrane et al., 2004).

Infine, bisogna considerare che entrambe queste specie, £ langsethiae ¢ E
poae, sono morfologicamente molto vicine a F sporotrichioides, altra specie
nota come produttrice di T-2 e HT-2 e la cui diffusione su frumento, sebbene
confinata in ambienti del’Europa Settentrionale, caratterizzati da un clima
estremamente rigido (Yli-Mattila et al., 2008), viene segnalata sporadicamen-
te anche in ambienti caratterizzati da un clima secco e caldo come I'Italia
Meridionale (Logrieco e Moretti et al., 2008). In aggiunta, anche F poae e F
langsethiae, vengono frequentemente segnalati oltre che nel Nord Europa, in
ambienti Meridionali (Logrieco e Moretti, 2008). Se questa capacita di adat-
tamento ad ambienti cosi diversi significhi che all’interno di queste specie si
stiano sviluppando popolazioni in grado di variare geneticamente per poter
colonizzare nuovi areali di diffusione, rappresenta una sfida interessante per
future ricerche.

SPECIE DI FUSARIUM PRODUTTRICI DI ENNIATINE COINVOLTE NELLA FSF

Nell'ultima decade, in Europa sono stati segnalati in misura crescente, come
contaminanti del frumento, i ciclodepsipeptidi, in particolare, enniatine e
beauvericina (Logrieco et al., 2008), metaboliti tossici prodotti da alcune
specie di Fusarium comunemente diffuse nel complesso di specie coinvolte
nella FSF quali £ avenaceum, E poae ¢ E tricinctum (Desjardins, 2006). Le
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enniatine sono sostanze note come fitotossine da lungo tempo, in quanto in
grado di determinare necrosi in diversi tipi di pianta (Giumann et al., 1960).
D’altro canto, anche la beauvericina ha dimostrato recentemente proprie-
ta fitotossiche molto elevate nei confronti di protoplasti di pomodoro e di
piantine della stessa coltura (Paciolla et al., 2004; 2008). Tuttavia, la preoc-
cupazione derivante da enniatine e beauvericina ¢ dovuta alla loro capacita di
determinare effetti tossici su molti sistemi biologici animali (Logrieco et al.,
2002). Infatti, a seguito della loro struttura ionoforica, tali metaboliti posso-
no causare ['alterazione del trasporto ionico attraverso la membrana cellulare,
attivita che potrebbe condurre alla distruzione della selettivita cationica della
parete cellulare e, infine, indurre frammentazione del DNA e morte cellulare
via apoptosi (Logrieco et al., 2004). Tale meccanismo di azione sembra essere
alla base di un ampio spettro di attivita cito-tossica nei confronti di linee
cellulari di origine umana e animale (Cald et al., 2004; Lee et al., 2008) e
induce a pensare che la contaminazione delle cariossidi di frumento da parte
di enniatine e beauvericina, riportata da numerosi ricercatori (Logrieco et al.,
2008), pud rappresentate un’ulteriore fonte di preoccupazione per il consu-
mo di frumento contaminato in campo da Fusarium coinvolti nella FSE

LA PREVENZIONE ATTRAVERSO IL MONITORAGGIO A LIVELLO NAZIONALE E RE-
GIONALE

Un approccio possibile per il controllo del problema legato alla contamina-
zione da micotossine nel frumento ¢ un monitoraggio costante. A questo
proposito, a livello europeo, recenti indagini di monitoraggio del territorio
per la diffusione di specie di Fusarium hanno coinvolto i Paesi Bassi (Waalwi-
jk et al., 2004) e diversi Paesi dell’Europa orientale, tra cui la Finlandia e la
Russia (Yli-Mattila et al., 2004). Anche in Italia sono a oggi attivi progetti
di monitoraggio dell'incidenza di Fusaria su scala regionale (Delogu et al.,
2005; Rossi et al., 2006) e nazionale. A questo proposito, il progetto regio-
nale “Fusariosi e micotossine”, attraverso una duplice azione di monitoraggio
del territorio regionale per presenza di micotossine in cereali a paglia e di pro-
ve “on farm”, ha permesso di elaborare un prototipo di modello previsionale
(FHB-DSS), in grado di definire il rischio della presenza di micotossine nelle
principali specie cerealicole presenti nella regione Emilia-Romagna sulla base
delle condizioni meteorologiche, delle caratteristiche della zona di coltivazio-
ne, della suscettibilita varietale e delle tecniche agronomiche utilizzate (Delo-
gu et al., 2005). Analogamente, il sistema Qualimetre (http://www.syngenta.
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com/en/corporate_responsibility/integrated_croppest_management.html),
sviluppato da Syngenta sulla base dei dati raccolti da oltre 18.000 parcelle
sperimentali di cereali a paglia, consente di fare previsioni sui livelli di mico-
tossine in zone a vocazione cerealicola di Francia e Belgio, mentre il modello
DONcast ha trovato applicazione in Canada (Hooker et al, 2002).

Le azioni di monitoraggio promosse dai diversi progetti regionali, na-
zionali ed europei sono state supportate dal parallelo sviluppo di metodiche
analitiche efficienti. Metodiche classiche per la quantificazione dell’incidenza
di FSF includono innanzitutto la valutazione visiva dei sintomi sulle spighe
e sulla granella a raccolta (Hilton et al., 1999; Lacey et al., 1999). Questi
approcci forniscono una stima dei sintomi della malattia fungina e quantifi-
cano quindi in modo indiretto la popolazione fungina presente. Al contrario,
metodiche basate sulla conta delle cariossidi infette (Henriksen e Elen, 2005)
forniscono informazioni quantitative sulla popolazione fungina esistente, ma
richiedono tempi lunghi di analisi e un alto grado di expertise per la classi-
ficazione tassonomica dei funghi. I metodi analitici “diretti”, basati sull’'uso
di GC-MS, HPLC, TLC, NIR e saggi immunologici ELISA, determinano
invece direttamente la quantita di micotossina presente. Le diverse metodiche
presentano vantaggi e svantaggi peculiari, quali ad esempio I'alto costo e I'alta
affidabilita delle tecnologie basate su HPLC e GC-MS, la semplicita d’analisi
e il basso costo dell’approccio ELISA, la rapidita athancata perd da bassa afhi-
dabilita della metodica NIR.

LA TRACCIABILITA MOLECOLARE

Fondamentale per lo sviluppo di metodiche di tracciabilita molecolari efhi-
cienti, ¢ stato 'avanzamento degli studi genetici e molecolari aventi come
oggetto il pathway biosintetico dei tricoteceni in Fusarium (Kimura et al.,
2007). Infatti, partendo da alcune sequenze geniche coinvolte nella loro sin-
tesi, si sono potuti sviluppare sistemi di tracciabilita molecolare delle specie di
Fusarium produttrici di tricoteceni. A questo riguardo, diversi sistemi analiti-
ci basati su PCR end point e real time sono stati pubblicati. In tabella 3 sono
riportati lavori focalizzati sull’identificazione di Fusarium micotossigenici ap-
plicabili a campioni di granella.

In particolare, 'approccio analitico qPCR sviluppato da Terzi et al. (2007)
si ¢ dimostrato applicabile a una varietd di campioni provenienti da diver-
se filiere. Il sistema ¢ stato infatti validato su diversi cereali, provenienti da
ambienti geografici diversi e caratterizzati da alta variabilita nel tenore di



douirdd 13p azuanbas 3] 2 11fvis01q1q 1uIUL
-14af14 1 1730140414 0UOS V]JqVI U] “TUITISS01000UL VILVSHL 1P JU01ZVIatuynb 2 auorzvafiiuap ] 4ad yiqruodsip ouos YHJh 2 DT 1S nvsq wuyYUY 1a1sis 154201 € "qe],

€96-9¢S "dd £(¢) L9 “adm01 pooq [> (F007) ANYsO[oM VN UISNOD “H g wynig
19-¢¢ *dd 1/ “qo1qomIA Poo [ U {(1007) ™Y [PS0A T UassaIN | LPUYdg
1€9-819 "dd ‘17 “qorqomr [ddy 1549» “(£66T) A" PBOA T UasSIIN

D00.LDLOODLLOYODLYDLLLDIODDODLI 2q0xd
LLOOLOVIVOLLVOLOODLLOLVVOODLL S19A3Y IPWH]
VOLOILVVODDOOVOODIVOVLLLVOL premiog oWt

OLVOLOODVOLOODLOLVODLO 381943y W]
OVOLOOLLLOVOIVOLDODLDD PIemIo] ol

“dds wniivsmy

“dds wniivsny

96€£1-06€]1 "dd T ‘qouya3], 19§ pooy [ P (£007) D S0P IDVYVOIIODILIDDDDLILY SIAR] W] | Uhndpsughvidyy
“( H[PPIOS “IN TUI[24I00) “IN TUHOBID) “A 1SS0y ‘N IUIIR]  1[O1dB <D BRIOW “A ZR], | VOVIDIVO.LLOVODOVYVVODIVIVY pPremiog owiig unOUINI
119-€09 "dd OVOLVOOVYOLLDDVYOODD IR PDWH] | wrdvsutiuni3iy
G “«qoyredordyq [» <(9007) *[ rusaaQ “A dig g ea0I0N4S [ BAOdIYD) T BIOMY T BAOSIOT DIOIOIOVODDIDLIDOVVVVYD premIiof 1w UniougnI g
OLOVYODDLDILOVIDLDLIV IS99y UL
€CI-111 dd ‘o7 “«qorqorory [ddy 349> “(£66T) Ay [98CA T UISSIIN VOVODLOVVIVYOVODDV PIesiof DWIL] | wnivoutupisyy
ODHVIOLODHVO.LILODVOIDDOVYOV 2qoxd
LOVOOOLODLLLLIOLOLIDD 381949y Pt
9% 1-1¥1 dd (1) 6S “(}007) "1 YOoIN 'V [PV Y JOUIR[UIR] “JA SUSWWT “H'D) JoYdSIY LIOLODIVYDOVIOVODILDILOD PIemio] 1owti WUNADIUTUDAT ]
$87-1/¢ *dd <c0T “«oO1qOII Poo, [u]» {(S00T) " BqeD “IN'S YOLIEJ “IAY IS 1, Pwd(]
$/9/081T-1LF1/9811°01:10P % *d 9 “«430j01q01M DINE» (9007) Asaorey ) ssegpueiq
L€-L1 dd “¢¢ “«qoyeg aur(q [OIN [o1s44 Q> (866T) VYOODLYOVOODLV.LODV.LOD 281949y Jowiti]
'@ 224o[ M\ A1red Y'Y 99T “N'H 100URZIY “F) OIS “Y"(J Uosduwig ‘] UoS[oydIN VYVDLODOLIOIVIVOODDDID premio] muwii] WUNADIUTIUDATT
p6y-18% *dd 011 “qoyreq 1ue|g IDIOVVILIOIOLOIVIVOY 2qoxd
(F> “(5007) "[H'D ewdy 1, 39nbrewa(] g 3wuuoT [ [Yoy J UPPISTY T UYeH-UasneH ODIVVOOVIDVIVYV.LIDDNSIANY Jowti]
€0 JIAUTEIO]) IP-[21S0) D) U20YDG “T 99T I9p UBA '] SALIA 9P Y 9PI2H I9p UeA D) m.:k,_wg? VOVOVVOLODIDILIDHDHD piemIo] oWl §§§§§§M@
D.ILHOVHDIIDDDLHVYOV 2qoxd
119-¢09 "dd DHVYOVYVVIILVIOLILIDDL 51049y Jowiti]
61 “«oyredorfy [» <(9007) [ eusaaQ “A dig g vao1oj4g [ eaodIyD) < BIOMY T BAOSIFT DILD DODD DVIOHVOVIDVID premio] owirg wniouna iy
DLOVLIDIVYODLLOVYOVVY 2qoid
119-€09 "dd OYVYOVDOIDYYIDLIDDDVD 381949y Jouilig
1 “«qoyredordyq [» <(9007) *[ vusaaQ “A dig S ea0I0)4S [ BAOdIYD) T BIOMY T BAOSIOT HYDOOHDDLODIVOVIDOVD.LI, premio] rowli ] wniouna
$/9/0812-1.51/9811°01:10p % *d ‘9 “43ojorqonIN DN (9007) £fsroprey] O sseypurig IVOVVIOVOIDOVOVIDDILVD) 951049 Bowilig
726616 *dd ‘98 “qoyredoiby» (9661) "H'H 128190 “IN'H R[IOW “D'V SulIyes OYVOIVOVYOOVOVIDDLYD PIeaIog :owiig uniounaz]
$87-1£7 "dd ‘¢01 “qorqomIN poog [1u]» (S007) A BGED “M'S ML Y 1BI[D L MPwRq
£€-/1 "dd “€¢ “«qoyeq ue[] [O [O1S4YD> (8661) OOLIDIVVOODIVLIDLILDIDD 9819A9Y W]
'@ 224o[ M\ A1red Y'Y 99T “N'H 100UBZIY ) U0ISIN “Y"(] Uosduwig ‘] UOS[oydIN DODIODIODIDVYDILODIY premIiof Dwif UnAOUnI 3y
6518y 'dd 011 “qoypeg 1uelq OOLLIVIVIVODLIOVO 2qoxd
[mg> “(3007) *[H'D rway ], 39nbrewd( g 39UU0T [ [qOY] J UIISEY ] UYEH-USNEH] LIOOVVOLODDDILDDDVVYD 381943y UL
D) I[IAUTEIOD) 9P-[21500) 0 UIOYIG ‘I 99T 49P UPA “[ SAA 9P Y IPIH P UeA <D fIm[EEn VOLVVODOOVIOVVODIVOLL PIEMIo W] URLOUNI
VNID
ODIAVIDOITAId OLNTWIIAITE £~ § vZNaNODES -NOd d109dS




166  ANTONIO MORETTI ET AL.

contaminazione. Inoltre, 'approccio di qPCR sviluppato si ¢ dimostrato un
efficace strumento per rilevare precocemente la presenza di funghi micotossi-
geni prima della comparsa di sintomi visibili sulla pianta. Lutilita del sistema
¢ percio da riferire da una parte al potenziamento dei test analitici ufficiali;
dall’altra alla possibilita di operare una diagnosi estremamente precoce, in
campo, a stadi fenologici in cui le classiche procedure di rilievo dei sintomi
sono inefficaci (Rossi et al., 2007).

Il sistema analitico sviluppato ¢ stato applicato anche a campioni prove-
nienti dalla filiera di produzione di cereali maltati, allo scopo di verificare
lapplicabilita del sistema d’analisi e per seguire I'eventuale abbattimento/in-
cremento di DNA fungino e DON durante il processo della maltazione. A
questo scopo sono stati selezionati campioni di granella di frumento tenero
e frumento duro provenienti dalla rete di monitoraggio 2006 del progetto
inter-regionale MICOCER. I campioni presi in considerazione avevano un
tenore in micotossine al di sotto dei limiti di legge, ma comunque rilevabile.
E stato quantificato il DNA fungino sia sui campioni di granella tal quale,
sia dopo maltazione. I risultati, espressi come valori di cicli soglia o Ct, sono
riportati nella figura 2. In tutti i campioni si evidenzia un incremento del va-
lore di Ct dopo maltazione, indicativo di un abbattimento nel livello di DNA
fungino. Poiché preliminarmente alla maltazione si esegue routinariamente
una setacciatura, una possibile spiegazione dell’abbattimento della contami-
nazione puo essere legata all’allontanamento dei semi striminziti, particolar-
mente attaccati dal fungo. Altri tratctamenti fisici, legati allo molitura, sono di
potenziale interesse per la riduzione del livello di contaminazione. In partico-
lare la decorticazione e la perlatura si sono rivelate efhicaci nella riduzione del
tenore di DON in granella di frumento duro (Rios et al., 2009).
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Fig. 2 valori di Ct dei campioni di frumento prima (barre scure) e dopo maltazione (barre
chiare)
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RIASSUNTO

La fusariosi della spiga di frumento (FSF) ¢ oggetto di crescente attenzione in tutto il
mondo per 'impatto che la malattia pud avere sulla riduzione del raccolto, sulla qualita
delle cariossidi e sulla salute umana per la contaminazione da micotossine. Inoltre de-
stano preoccupazione anche la diffusione di specie di Fusarium patogene e micotossine
emergenti, ¢ la grande variabilitd inter- e intra-specifica che caratterizza numerose specie
di Fusarium che fanno parte del complesso di specie che causano la FSE La principale
classe di micotossine prodotte dalle specie coinvolte ¢ quella dei tricoteceni, potenti ini-
bitori della sintesi proteica, che possono determinare, fra i vari effetti, anche forme molte
serie di immuno-deficienza sia nell'uomo sia negli animali in allevamento. In base alla
presenza o assenza di un gruppo chetonico in posizione C8, che conferisce una maggiore
tossicitd, i tricoteceni possono dividersi in tricoteceni A, fra i quali la tossina T-2 ¢ sicu-
ramente la micotossina dotata di maggiore tossicitd, e i tricoteceni di tipo B, fra i quali la
pili nota ¢ il deossinivalenolo, detto anche vomitossina, molto diffuso nelle cariossidi di
frumento in tutto il mondo. L'Unione Europea ha stabilito dei livelli massimi di conta-
minazione delle derrate alimentari a base di frumento per diverse micotossine. E, dunque
importantissimo, riuscire a contenere in campo le specie di Fusarium che le producono
attraverso strategia di lotta appropriate. Tali strategie non possono non partire prima di
tutto dalla corretta identificazione delle diverse specie di Fusarium coinvolte nella FSE e
quindi da una conoscenza profonda delle loro principali caratteristiche tossinogeniche,
biologiche e genetiche. In questo lavoro, verra fornita una illustrazione delle principali
caratteristiche genetiche e tossinogeniche delle specie di Fusarium pitt importanti per la
ESF e saranno illustrati i risultati di alcuni studi tesi a sviluppare strumenti molecolari
per una diagnosi precoce delle specie di Fusarium, e ad analizzare la variabilitd genetica
intra-specifica di £ graminearum, la principale specie tossinogenica coinvolta nella FSE

ABSTRACT

Fusarium Head Blight (FHB) of wheat has been increasing its importance worldwide
due to the impact that the disease can have on the yield reduction, kernel quality and
human health because of the mycotoxin contamination. Moreover, emerging Fusarium
pathogens and related mycotoxins and the wide genetic variability of several species in-
volved in FHB are sources of further concern. The main class of mycotoxins produced
by Fusarium on wheat are the trichothecenes, potent inhibitors of protein synthesis, than
can cause severe deficiency of the immune system in both humans and animals. Accord-
ing with the presence or absence of a chetonic group in C8 of the trichothecene skeleton,
these mycotoxins can be divided in trichothecene A, among which T-2 toxin is surely the
mycotoxin provided of the highest toxicity, and trichothecene B, among which the most
known is deoxynivalenol, that often occurs in the wheat kernels worldwide. The Euro-
pean Union has fixed severe tolerance levels of occurrence in wheat and wheat-based food
for several Fusarium mycotoxins. Therefore it is extremely important to control in the
field the Fusarium species that produce mycotoxins by using reliable control strategies.
However, these strategies must be funded both on a correct identification of the differ-
ent Fusarium species involved in the FHB and a knowledge of their main toxinogenic,
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biological and genetic traits. In this paper, an overwiev of main genetic and toxinogenic
trasits of Fusarium species for FHB, will be provided. Moreover, the main results of stud-
ies carried out for the development of early detection methods of Fusarium species in the
field and for the analyses of intra-specific genetic variability of £ graminearum, the main
species involved in FHB, will be described.
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